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摘要#采用荧光原位杂交$=.5\%和聚合酶链式反应D变性梯度凝胶电泳$W6/D_ZZ+%技术&表征了厌氧污泥颗粒化过程中微生

物种群多样性及群落相似性的变化&解析了关键微生物中产氢产乙酸菌(耗氢产乙酸菌及产甲烷菌的动态演替&初步探讨了

颗粒污泥微生态群落的形成过程B结果表明&正常启动的厌氧反应器中&颗粒污泥生长周期超过 "&( ?&60_去除率稳定需 )(
?&而微生态结构稳定仅需 ** ?B污泥颗粒化过程中&微生物 5:G8878DaA@8@L多样性指数先增加到 *‘"" 后降低到 ’‘&&&群落相

似性逐渐由 EEq增长到 &%q&微生物群落经历了一个.适应$增长$稳定/的 * 阶段演替过程B在污泥颗粒化初期&古细菌中

产甲烷菌率先快速生长&与产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌的相对丰度比高达E’{’{"’而随着颗粒污泥微生态群落结构逐渐成

熟&最终产甲烷菌(产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌的相对丰度稳定在’‘&{’‘E{"‘(‘
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!!厌氧颗粒污泥能够有效提升厌氧反应器对难降

解有机物的处理效能&提升反应器抗冲击负荷能力&
提高反应器抗酸化水平&已逐渐成为高效厌氧反应

器中必不可少的填料形式&也已成为衡量高效厌氧

污 水 处 理 工 艺 成 功 启 动 和 稳 定 运 行 的 重 要 标

志
)"&’*B

厌氧污泥的颗粒化过程本身也就是一个相对独

立微生态系统的形成过程B污泥颗粒中不仅要逐渐

分层形成具有不同世代期及环境敏感性(包含多种

功能菌$如#水解发酵菌(产氢产乙酸菌(耗氢产乙

酸菌和产甲烷菌等%的微生物群落&还要逐渐形成

相互制约(互相影响(动态平衡的多种群链式协同代

谢模式
)* h%*B只有培育出大量具有健康微生态系统

的厌氧颗粒污泥&反应器才能表现出较高的处理效

率及稳定性&并具有良好的抗冲击及抗酸化性能B整
个污泥颗粒化过程非常复杂&通常需要 ’ h* 个月的

时间
)$ h#*B相应地&加强厌氧污泥颗粒化中微生态形

成过程的研究&对了解污染物代谢过程(提升厌氧反

应器运行效率均具有重要作用B
近年来&加快厌氧污泥颗粒化进程(提升反应器

运行效率及稳定性逐渐成为高效厌氧处理工艺的研

究热点
)"(*B然而&目前大部分研究侧重于对颗粒污

泥结构及形态的表征&而对污泥微生态的研究主要

基于 5+1技术分析微生物菌群的分布
)"" h"**B相关
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研究可有效探索微生物菌群的静态分布&但无法全

面掌握污泥颗粒化过程中微生物群落的动态演替&
尤其无法说明在污染物厌氧消化过程中起核心作用

的产氢产乙酸菌(耗氢产乙酸菌及产甲烷菌的生长

过程及代谢制约关系&因而难以指导厌氧反应器污

泥颗粒化过程出现的各类启动问题
)"E h"$*B

本研究应用=.5\和 W6/D_ZZ+等技术对厌氧

污泥颗粒化中微生态形成过程进行了动态表征&探

索了颗粒污泥中产氢产乙酸菌(耗氢产乙酸菌及产

甲烷菌群落间的制约关系&以期为加快厌氧反应器

污泥颗粒化效率&提高污泥抗冲击及抗酸化性能提

供支撑B

LM材料与方法

LNLM实验装置

研究中采用的实验装置为 ) 隔室的 3U/高效

厌氧反应器B反应器总体积为 "%‘) 4&设计水力停留

时间 ’( :&实验期间整个装置保持恒温$*) o"%nB
3U/反应器采用变流量和变浓度联合启动的方式B
启动初期 60_负荷仅为 (‘’" IVP$F*-?%&当 60_
去除率达到 &(q时提 升 进 水 流 量 和 进 水 浓 度 约

’(qB该种启动方式初期气流和水流速较低&有利于

颗粒污泥的生长及保持B
LNOM实验材料

接种污泥由3’P0工艺中厌氧段的活性污泥和

养猪废水厌氧消化污泥组成B3’P0工艺的厌氧污泥

取自北京肖家河污水处理厂&污泥呈絮状&沉降性能

差&14-55P1455 为 %$q’养猪废水厌氧消化污泥

取 自 北 京 大 兴 区 某 养 猪 场& 污 泥 含 杂 质 较 多&
14-55P1455 为 E(qB

3U/反应器采用人工配水B由葡萄糖(碳酸铵和

磷酸二氢钾提供相应的碳(氮和磷源&正常运行时配

水60_为’ ((( FVP4&60_{,{Wk’*){){"&并适量补

充1V(=@(67(,A等微量元素B反应器进水以 ,G\60*
调节碱度&保证进水 O\值在 %‘& h$‘) 之间B
LNPM取样及水质分析方法

分别在启动第 (( ’( "(( "$( ’%( **( E(( E#(
%(( %# ? 取 3U/反应器第一隔室样品B取样后按照

常规方法检测污泥的 1455(14-55(5-.等指标’部

分混 合 样 品 经 离 心 分 离(过 滤 后 检 测 上 清 液 的

60_’新鲜的颗粒污泥样品于 E n恒温下(经 Eq多

聚甲醛固定过夜后保存备用
)"&*B

颗粒粒度分析方法#每个样品取 ’ F4颗粒污

泥&在0;<FO>N显微镜下观察&记录每个颗粒的长度

和宽 度& 然 后 依 据 5G>9@L公 式 计 算 颗 粒 平 均 粒

径
)"#*B
5G>9@L公式#

@6":’!$)I’% ":*

其中&@为颗粒直径&FF’) 为颗粒长度&FF’I为颗

粒宽度&FF’’为测定的颗粒污泥数目B
LNQM微生物分析方法

研究中着重分析污泥颗粒化过程中具有重要作

用的产氢产乙酸菌(耗氢产乙酸菌和产甲烷菌B这几

种功能菌群分支众多&很难用一种单一探针来检测所

有的目标微生物&因此对每一种功能菌群选用 " h’
种常见的探针来表征B采用 5Y,$(((a04’’* 这 ’ 种

探针的组合来表征食丁酸产氢产乙酸菌和食乙酸产

氢产乙酸菌’采用3a探针表征耗氢产乙酸菌群中的

8.#*&I).*#/%2-01#.%#0’采用 1Z"’(( 探针表征产甲烷

菌群中的N#*>)’&-%./&I%)(#0B此外&采用+XU**& 探针

表征真细菌&采用3/6\#") 表征古细菌B厌氧污泥中

的发酵产酸菌(产氢产乙酸菌(耗氢产乙酸菌属于真

细菌&而 产 甲 烷 菌 属 于 古 细 菌B探 针 用 荧 光 染 料

231/3或=.26在 )x端标记&其合成和标记均由大连

宝生物公司完成B探针的详细情况见表 ")’(&’"*B
表 LM8?":实验中的寡核苷酸探针

2GR;@"!"%5 L/,3D9GLV@9@? 7;AV78>M;@79A?@OL7R@N>N@? A8 =.5\@JO@LAF@89

探针名称 序列 $)x97*x% 目标微生物 荧光染色剂

+XU**& Z62Z662666Z23ZZ3Z2 真细菌 231/3
3/6\#") Z2Z6266666Z663322662 古细菌 =.26
5Y,1$(( 362ZZ2/22662662Z3222623 食丁酸盐产氢产乙酸细菌 231/3
a04’’* 36Z63Z3626326666Z2Z 食丙酸盐产氢产乙酸细菌 =.26
3a ZZ623226622266323ZZZ 耗氢产乙酸菌 =.26
1Z"’(( 6ZZ3233226ZZZZ632Z62Z 产甲烷菌 231/3

!!污泥样品中微生物相的观察采用 0;<FO>N荧光

显微镜B
聚合 酶 链 式 反 应D变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 $W6/D

_ZZ+%#_,3提 取 方 法 采 用 基 于 5_5 的 裂 解

法
)’(& ’’&’**B_ZZ+在 _M7?@系统上进行&电泳后以 "
g5YU/Z7;? 染色 *( FA8&用Z5_&((( 成像系统观

E"(’
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察结 果 和 照 相&以 UA7D/G? b>G89A9<78@软 件 分 析

_ZZ+图谱&利用 5:G8878DaA@8@L指数计算各样品

的种群多样性
)"&& ’’&’**B

族 群 归 属 分 析# 以 b>G89A9<78@软 件 中 的

XWZ13$2:@>8Q@AV:9@? OGALVL7>O F@9:7? QA9:
GLA9:F@9AMGT@LGV@N%算法对样品进行聚类分析&利用

1+Z3E‘" 软件&以邻接法$8@AV:R7LDH7A8A8V& ,C%绘

制系统发育树
)"&& ’’*B

OM结果与讨论

ONL!启动阶段60_去除效果

3U/反应器采用变流量和变浓度联合启动的

方式B由图 " 可知&厌氧反应器启动过程中 60_去

除率呈.快速增长(缓慢平衡/的变化形式B在启动

前 )( ?&随着进水负荷由 (‘’ IVP$F*-?%增长到 (‘E
IVP$F*-?%&60_去除率由 $)q逐步升高到 #)q&
出水60_t"(( FVP4’在启动的第 )( h"&( ?&尽管

60_负荷逐渐增加到 ’‘( IVP$F*-?%&60_去除率

持续稳定在 #)q左右&出水 60_稳定在 ’( h)(
FVP4之间B在 "&( ? 的启动及运行过程中&3U/反

应器仅需 )( ? 即达到较佳运行效果B因而厌氧反应

器启动顺利&微生物种群的变化能够反映正常污泥

颗粒化中微生态的形成过程B

图 LM反应器启动过程 -C5变化

=AVB"!-GLAG9A78 7S60_A8 9:@Q:7;@N9GL9D>O N9GV@

ONOM颗粒污泥生长过程分析

正常启动3U/反应器中颗粒污泥的平均粒度

变化如图 ’ 所示B
由图 ’ 可知&在3U/反应器顺利启动及稳定运

行的 "&( ? 中&颗粒污泥的粒径长期持续增长B在启

动前 "( ?&反应器内污泥仍以结构松散的絮状污泥

为主’启动 ’) ? 后&污泥中出现了大量形状不规则(
结构密实的黑色球形小颗粒&污泥平均粒径逐渐增

长到 (‘$ FF’在启动 )( ?(平均粒径增长到 "‘* FF

图 OM启动过程颗粒污泥粒度变化

=AVB’!-GLAG9A78 7S9:@NAc@?AN9LAR>9A78N7SG8G@L7RAM

VLG8>;GLN;>?V@A8 N9GL9D>O N9GV@

时&污泥颗粒化速率开始明显降低&镜检结果显示颗

粒态污泥已成为厌氧反应器中污泥的重要形态’启

动约 "&( ? 时&颗粒粒径增大到接近 ’‘( FF&颗粒

呈现为形态规则的球形B因而&3U/反应器启动及

运行初期厌氧颗粒污泥粒径的增长是一个长期持续

的过程&远超出60_指标仅 )( ? 的稳定周期B
ONPM微生物种群多样性变化

微生物种群多样性是表征微生物群落演替的重

要指标B研究中基于 5:G8878DaA@8@L多样性指数分

析&探索了厌氧反应器启动过程中微生物种群变化&
结果见图 *‘

图 PM反应器启动过程中的"0F((+(.̂ ’%(%&指数

=AVB*!5:G8878DaA@8@LA8?@J7S9:@VLG8>;GLN;>?V@

9:L7>V:7>9N9GL9D>O N9GV@

由图 * 可知&厌氧反应器启动过程中微生物种

群多样性先增加后降低&而未直接快速减小
)’$*B接

种初期微生物正在适应反应器内的新环境&大部分

微生物活性受到抑制&因而 5:G8878DaA@8@L指数相

对稳定并略有降低’随着微生物对环境的逐渐适应&
微生 物 种 群 多 样 性 快 速 增 高&到 接 种 第 E( ? 时

)"(’
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5:G8878DaA@8@L指数达到最大值 *‘""’随着优势微

生物群落的形成&5:G8878DaA@8@L指数又逐渐降低

并在第 %( h%# ? 时稳定在 ’‘&& 左右B因而&反应器

启动过程中&厌氧微生物群落经历了.适应$增长

$稳定/的 * 阶段演替过程&最终形成了与反应器

环境相适宜(群落稳定的厌氧微生态系统B
ONQ!族群归属分析

GB真细菌’ RB古细菌’ M& ?B食丁酸产氢产乙酸菌和食乙酸产氢产乙酸菌’ @B耗氢产乙酸菌’ SB产甲烷菌

3( U( 6( _( +( =B样品所有细胞& 包括死细胞

图 SM启动 !X *时微生物菌群8?":结果

=AVB)!=.5\G8G;<NAN7SFAML7RAG;M7FF>8A9<9:L7>V: %( ? M>;9ATG9A78

为进一步揭示厌氧污泥颗粒化中微生物群落的

逐 渐 演 替 过 程& 研 究 中 以 b>G89A9<78@软 件 的

XWZ13算法对微生物群落进行了聚类分析&系统树

如图 E 所示B
聚类分析结果表明&厌氧污泥颗粒化过程中微

生物群落展现出明显的结构性演替&表现出与微生

物群落多样性相适宜的 * 阶段变化B接种污泥为污

水处理厂和养猪废水厌氧单元的混合污泥&具有独

特的微生物群落结构’随着培养的进行&适应环境条

件的优势微生物种群大量繁殖&微生物群落结构逐

渐改变B到第 ** hE( ? 时&颗粒污泥形成了相对稳

定的微生物群落&5:G8878DaA@8@L多样性指数也达

到最大值&群落结构的相似性也随之增加B而后&随

着优势微生物群落的逐渐稳定&反应器内形成相对

一个稳定的微生态系统&微生物群落相似性达到

&%qB

图 QM基于戴斯指数的;2@‘<聚类分析

=AVBE!6;>N9@LG8G;<NAN7SFAML7R@N_ZZ+R<XWZ13

ONSM微生物群落演替

厌氧微生物主要由真细菌和古细菌组成&其中

厌氧消化的 * 大核心微生物菌群&即发酵产酸菌(产

氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌属于真细菌&而产甲烷

菌属于古细菌
)’E&’)*B前人已对发酵产酸菌进行了大

量研究&本研究主要表征了污泥颗粒化过程中耗氢

产乙酸菌(产氢产乙酸菌和产甲烷菌等 * 种关键微

生物种群的动态演替B图 ) 为启动过程中某一阶段

的微生物菌群 =.5\分析结果B
图 ) 中 _3W.染色结果展示了样品中所有细

胞&包括死细胞B而 +XU**&(3/6\#") 和 1Z"’((

%"(’



$ 期 彭剑峰等#厌氧污泥颗粒化中微生态形成过程表征

等探针则分别展示了真细菌(古细菌(耗氢产乙酸

菌(产甲烷菌等微生物的活菌分布B因而各类微生物

在总细胞中的比例可以代表活菌的比例B通过对比

不同培养阶段各类活菌在总菌中所占的比例&可以

确定厌氧污泥颗粒化过程中微生物群落的动态演

替&结果如图 % 所示B
接种污泥中死亡细胞较多&古细菌的相对丰度

为$’$‘E o(‘*%q&略高于真细菌约$"#‘# o(‘’%q
的相对丰度&两者之和不足 )(qB而随着厌氧反应

器启动时间的延长&古细菌和真细菌获得了充足的

有机底物&开始快速生长并占据主体B反应器启动约

** ? 时&颗粒污泥微生态结构即趋于稳定&真细菌

相对丰度增长了 "$(q&古细菌相对 丰 度 增 长 了

’#(qB颗粒污泥微生态结构稳定后&厌氧微生物全

部由 真 细 菌 $ )&‘* o(‘$ %q和 古 细 菌 $ E%‘’ o
(‘"%q组成&真细菌成为优势微生物B

图 !M启动过程中微生物种群的相对丰度变化

=AVB%!3R>8?G8M@N>MM@NNA78 7S9:@FAML7RAG;M7FF>8A9<

9:L7>V:7>9N9GL9D>O N9GV@

分析污泥颗粒化过程中所研究的产氢产乙酸菌

$采用 5Y,1$(( 及 a04’’* 探针部分表征%(耗氢

产乙酸菌$采用 3a探针部分表征%以及产甲烷菌

$采用1Z"’(( 探针表征%的变化可知&反应器启动

初期厌氧污泥中未检测到产氢产乙酸菌和耗氢产乙

酸菌&仅检测到少量的产甲烷菌$(‘* o(‘((’%q&
此时接种污泥微生态结构严重受损&厌氧消化过程

无法正常进行B启动 "$ ? 后&反应器内检测出了产

氢产乙酸菌$(‘E o(‘’%q和耗氢产乙酸菌$(‘’ o
(‘(’%q&且产甲烷菌(产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸

菌的丰度比值达E’{’{"&厌氧消化过程开始逐步恢

复
)’%* ’而随着启动时间的延长&产氢产乙酸菌快速

生 长& 启 动 ** ? 时 * 种 微 生 物 群 落 比 值 约

’‘%{’‘*{"&微生物群落结构开始保持相对稳定’在

随后的 E( ? 启动及培养过程中&颗粒污泥微生物种

群结构变化不大&微生态系统相对稳定&所研究的 *
种关键微生物菌群最终保持在’‘&{’‘E{"‘(左右B

PM结论

$"%正常启动的厌氧反应器中&颗粒污泥生长

时间超过 "&( ?&60_去除率稳定需 )( ?&而微生态

结构稳定仅需要 ** ?B
$’%厌氧反应器启动过程中&微生物群落相似

性逐渐由 EEq增长到 &%q&而 5:G8878DaA@8@L指数

先增加到 *‘"" 后降低到 ’‘&&&厌氧微生物群落经

历了一个.适应$增长$稳定/的 * 阶段演替过程&
最终形成了与反应器环境相适宜的微生态系统B

$*%颗粒污泥微生态结构稳定后&厌氧微生物

全部由 真 细 菌 $)&‘* o(‘$%q和 古 细 菌 $E%‘’ o
(‘"%q组成&真细菌成为优势微生物B所研究的古

细菌在接种初期&产甲烷菌率先快速生长&与产氢产

乙酸菌和耗氢产乙酸菌的相对丰度比可达E’{’{"’
而随着产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌逐渐成长&颗

粒污泥微生态系统逐渐成熟&产甲烷菌(产氢产乙酸

菌和耗氢产乙酸菌丰度比最终稳定在’‘&{’‘E{"‘(
左右B
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